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® (54) Title: SENSOR SURFACE COMPRISING AN IMPROVED SIGNAL-NOISE RATIO 

^ (54) Bezeichnung: SENSOROBERFLACHE MIT VERBESSERTEM SIGNAL/RAUSCH-VERHALTNIS 

(57) Abstract: The invention relates to a sensor surface comprising an improved signal-noise ratio, based on a blocking reagent that 
^5 is covalently immobilised on said sensor surface. The invention also relates to devices comprising surfaces of this type, in addition 
0> to methods that use the same. 

Q (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Sensoroberflache mit verbessertem Signal/Rau sen- Vernal tnis auf der Basis von 
£^ auf der Sensoroberflache kovalent immobilisiertem Blochierungsreagenz sowie derartige Oberflachen umfassende Vorrichtungen 
>^ und Verfahren unter Verwendung derselben. 
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SENSOROBERFLACHE MIT VERBE S SERTEM SIGNAL/RAUSCH-VERHALTNIS 

Die Erfindung betrifft eine Sensoroberf lache mit verbessertem 
Signal/Rausch-Verhaitnis auf der Basis von auf der Sensor- 
oberfiache kovalent immobilisiertem Blockierungsreagenz sowie 
derartige OberflSchen umfassende Vorrichtungen und Verfahren 
unter Verwendung derselben. 

Bei Sensoren, die nach dem Rezeptor/Liganden-Prinzip arbei- 
ten, z.B. Antikorper/Antigen-Sensoren (Proteinsensoren) , wird 
zumeist keiner der Reaktionspartner oder aber nur der Rezep- 
tor kovalent immobilisiert . Nach dem Immobilisieren (Aufbrin- 
gen) des Rezeptors wird meist vor der eigentlichen Reaktion 
ein Blockierungsreagenz oder -agens zugegeben, das verhindern 
soli, dass Analytmolekule unspezif isch, d.h. nicht aus- 
schliefilich an den Rezeptor, an der Oberflache des Sensors 
gebunden werden. Dieses Blockierungsreagenz belegt nicht ge- 
nutzte Bereiche auf dem Sensor und ist fUr fast alle Messun- 
gen zwingend notwendig, urn ein ausreichend hohes Sig- 
nal/Rausch-Verhaitnis zu bekommen. 

Ein bei Sensoren des Standes der Technik bisher stets auftre- 
tendes Problem ist, dass bei spateren Reaktions- und Wasch- 
schritten das Blockierungsreagenz entfernt wird. Eine Ent ter- 
ming des Reagenzes ftthrt zu einer (partiellen) Freilegung von 
Oberfiachenbereichen auf dem Sensor, an denen dann wieder un- 
spezif ische Wechselwirkungen auftreten kGnnen. Eine solche 
Wechselwirkung oder Reaktion wurde ein unspezif isches Signal 
bei der Detektion erzeugen, wodurch das Verhaltnis von spezi- 
fischem Signal zu unspezif ischem Signal deutlich verschlech- 
tert wUrde. 
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Aufgabe der Erfindung ist, diesen den Sensoren des Standes 
der Technik anhaftenden Nachteil zu beseitigen. 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe gelost durch die Bereit- 
stellung einer Sensoroberf lache itiit darauf kovalent immobili- 
sierten spezifischen Sondenmolekulen fUr mindestens ein nach- 
zuweisendes Biomolekul, bei der grundsatzlich ftlr unspezifi- 
sche Bindungen zur Verfugung stehende Stellen oder Bereiche 
der Sensoroberf lache durch mindestens ein kovalent daran im- 
mobilisiertes Blockierungsreagenz inaktiviert sind. 

Kurz zusammengefasst werden also erf indungsgemaii Affinitats- 
sensoren fur Biomolektile, die nach dem Rezeptor/Liganden- 
Prinzip arbeiten, nach dem Aufbringen der Rezeptormolekule 
rait einem Reagenz behandelt, durch das unspezif ische Interak- 
tionen von Analytmolekillen aufierhalb der fUr die spezifische 
Bindung an den bzw. die Rezeptor(en) vorgesehenen Bereiche 
der Sensoroberf lache durch kovalentes Binden eines sog. Blo- 
ckierungsreagenzes oder -agens unterbunden werden. Dadurch 
wird das Signal/Rausch-Verhaltnis der Reaktion verbessert und 
die Empfindlichkeit der Analyse erhoht. Kovalentes Immobili- 
sieren bzw. Binden der Rezeptoren und der Blockierungsreagen- 
zien auf der Sensoroberf lache erlaubt es, die Spezifitat der 
Reaktion durch die Verwendung von z.B. hohen Tensidkonzentra- 
tionen zu erhohen, weil wahrend diverser Waschschritte, die 
stattfinden, urn nicht gebundenen Analyt von dem Sensor zu 
entfernen, das Auswaschen der Blockierungsreagenzien verhin- 
dert wird. 

Da das Signal/Rausch-Verhaltnis bezuglich der Rezeptoren ver- 
bessert wird (d.h. nur das biologische Signal/Rausch- 
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Verhaitnis nicht das elektronische Signal/Rausch-Verhaitnis) , 
wird auf diese Weise die absolute Sensitivitat der Messungen 
erhOht und dadurch sowohl die Sensitivitat des Sensdrs ver- 
bessert als auch die dynamische Breite der Messung deutlich 
erh6ht. Insbesondere ergibt sich durch die Verwendung von li- 
pophilen Photovernetzern bzw. »Photocrosslinkern« und amphi- 
philen Blockierungssubstanzen die MCglichkeit, Oberf lachenei- 
genschaften gezielt zu verandern, und zwar ohne das Risiko, 
die wertvollen Rezeptorproteine zu beschadigen oder in sons- 
tiger Weise zu beeintrachtigen. Auf diese Weise kCnnen z.B. 
AntikOrperchips gegebenenf alls wiederverwendet werden, da der 
Aufbau und die Belegung des Chips im wesentlichen aufrecht 
erhalten bleiben. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Verbesserung des Signal/Rausch-Verhaitnisses von Biosensoren, 
bei dem eine erf indungsgemafie Sensoroberf lache verwendet 
wird. Daher betrifft die vorliegende Erfindung grundsatzlich 
alle Verfahren zum Nachweis des Vorhandenseins von Analyten 
in einer zu untersuchenden Probe unter Verwendung Oberfia- 
chen-gebundener Rezeptormolekule, bei denen eine erfindungs- 
gemafie Sensoroberf lache verwendet wird. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft eine Vorrichtung 
zur Verwendung in einem erfindungsgemalien Verfahren, die eine 
erfindungsgemaBe Sensoroberf lache aufweist. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft einen Kit zur Ver- 
wendung in einem erfindungsgemalien Verfahren, der eine erfin- 
dungsgemaBe Sensoroberflache und gegebenenf alls Puffer und 
Nachweisreagenzien enthait. 
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Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Blockierungs- 
reagenz, das mindestens eine photoreaktive Gruppe zur kova- 
lenten Immobilisierung an einer Sondenoberf lache aufweist. 

5 Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Herstellung eines erfindungsgemaiien Blockierungsreagenzes, 
bei dem mindestens ein Blockierungsreagenz, wie oben defi- 
niert, mit mindestens einem Vernetzer umgesetzt wird, der 
mindestens eine photoreaktive Gruppe aufweist. 

10 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft einen Kit zur Her- 
stellung einer erfindungsgemaiien Sensoroberf lache, der min- 
destens ein erfindungsgemafies Blockierungsreagenz der zuvor 
definierten Art und gegebenenf alls eine Sensoroberf lache so- 
ls wie Puffer und Reagenzien enthalt. 

Weitere vorteilhafte und/oder bevorzugte AusfUhrungsformen 
der Erfindung sind Gegenstand der jeweiligen Unteranspruche . 

20 Bei einer AusfUhrungsf orm der erfindungsgemaiien Sensorober- 
f lache bilden die Sonden- bzw. Rezeptormolekiile ein adres- 
sierbares Muster auf der Oberf lache. Derartige Muster sind 
aus der Bioarray- Oder Biochip-Technik an sich bekannt und 
konnen'mit beliebigen der dort angewendeten Techniken erzeugt 

25 werden, beispielsweise durch Aufdrucken. Die Array-Technik 
gestattet die parallele Untersuchung einer sehr grofien Anzahl 
von Analyten. 

Zur Immobilisierung von SondenmolekUlen kSnnen beliebige 
30 Techniken angewendet werden, beispielsweise die von G. T. 
Hermanson in "Biocon jugate Techniques", Academic Press, 1996, 
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beschriebenen. Beispielsweise eignen sich im Falle von amino- 
terminierten Oligonukleotiden sogenannte reaktive Ester Oder 
Reaktivester wie N-Hydroxysuccinimide (NHS-Ester) , Epoxide, 
vor zugsweise Glycidyl-Derivate , I sothiocyanate , I socyanate , 
Azide, Carbonsauregruppen oder Maleinimide. Selbstverstand- 
lich kOnnte auch mit den gleichen Photovernetzern immobili- 
siert werden, die weiter unten zur Immobilisierung der Blo- 
ckierungsreagenzien beschrieben werden. 

Bei einer weiteren Ausftihrungsf orm der erf indungsgemalien Sen- 
soroberfiache erfolgt die kovalente Immobilisierung des min- 
destens einen Blockierungsreagenzes tiber mindestens einen 
photoreaktiven Vernetzer oder »Crosslinker« . Es ist moglich, 
mehrere unterschiedliche Blockierungsreagenzien parallel zu 
verwenden. Grundsatzlich ist jedes im Stand der Technik ver- 
wendete Blockierungsreagenz erf indungsgemafl geeignet. Jedes 
Blockierungsreagenz kann gegebenenf alls mit mehreren, auch 
unterschiedlichen, photoreaktiven Vernetzern immobilisiert 
werden. 

Bei einer weiteren Ausftihrungsf orm der erfindungsgemafien Sen- 
soroberfiache weist der mindestens eine photoreaktive Vernet- 
zer mindestens eine unter Benzophenon oder Derivaten davon, 
Anthrachinon oder Derivaten davon, Thymidin oder Derivaten 
davon und 4-Azidobenzoesaure oder Derivaten davon ausgewahlte 
photoreaktive Gruppe auf. Grundsatzlich ist jeder photoreak- 
tive Vernetzer des Standes der Technik erf indungsgemaft geeig- 
net . 

Bei einer weiteren AusfUhrungsform der erf indungsgemalien Sen- 
soroberfiache ist die Sensoroberf lache unter Metall-, Halbme- 
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tall-, Halbmetalloxid-, Glas- oder Polymeroberfiachen ausge- 
wahlt . 

Bei einer weiteren Ausfuhrungsf orm der erf indungsgemafien Sen- 
soroberfiache ist die Metalloberf lache unter Gold- und Alumi- 
niumoberfiachen ausgewahlt. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm der erfin- 
dungsgemafien Sensoroberfiache ist die Halbmetalloberfiache 
eine Siliciumober f lache . 

Bei einer weiteren Ausfuhrungsf orm der erf indungsgemafien Sen- 
soroberfiache ist die Halbmetalloxidoberf lache eine Silicium- 
oxid oder Aluminiumoxidoberf lache . 

Bei einer weiteren Ausfuhrungsf orm der erf indungsgemafien Sen- 
soroberfiache ist die Glasoberf lache eine Quarzglasoberf la- 
che . Grundsatzlich ist jede bekannte Glasoberf lache erfin- 
dungsgemafi geeignet. 

Grundsatzlich sind alle Oberfiachenf ormen erf indungsgemafi ge- 
eignet. Obgleich die Oberf lache bei Biochip-Anwendungen zu- 
meist im wesentlichen eben ist, liegt es fur den Fachmann auf 
der Hand, dass auch Oberfiachen mit Vertiefungen sowie sol- 
che, die nicht flach sondern rund bzw. spharisch ausgestaltet 
sind, erf indungsgemafi gleichermafien geeignet sind. 

Bei einer weiteren Ausftlhrungsf orm der erf indungsgemafien Sen- 
soroberfiache ist die Polymeroberf lache unter Oberfiachen aus 
Cycloolefincopolymer oder Derivaten davon, Polystyrol oder 
Derivaten davon, Polyethylen oder Derivaten davon, Polypropy- 
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len Oder Derivaten davon, Polyimid Oder Derivaten davon und 
Polymethylmethacrylat oder Derivaten ausgewahlt. Grundsatz- 
lich ist jede bekannte Polymeroberflache erf indungsgemafi ge- 
eigneti Hiervon umfasst sind auch Oberfiachen, die quellbare 
oder wasserpermeable polymere oder copolymere Strukturen auf- 
weisen und mono-, bi- oder polyfunktionalisierte Kopplungs- 
gruppen umfassen kOnnen. 

Ferner sind die im Stand der Technik fur analytische oder 
diagnostische Zwecke bekannten Membranen wie insbesondere 
sblche aus Nylon und Nitrocellulose geeignet. 

Bei einer weiteren Aus ftlhrungs form der erf indungsgemafien Sen- 
soroberflache ist das Sondenmolekul (Rezeptor) ein Partner 
eines spezifisch wechselwirkenden Systems von komplementaren 
Bindungspartnern (Rezeptor/Ligand) . 

Bei einer weiteren Aus fuhrungs form der erf indungsgemafien Sen- 
soroberflache beruht das spezifisch wechselwirkende System 
von komplementaren Bindungspartnern auf der Wechselwirkung 
einer Nukleinsaure mit einer komplementaren Nukleinsaure, der 
Wechselwirkung einer Peptidnukleinsaure mit einer Nukleinsau- 
re, der Enzym/Substrat-, Rezeptor/Ef f ektor-, Lectin/Zucker-, 
Antik6rper/Antigen-, Avidin/Biotin-, oder Streptavidin/Bio- 
tin-Wechselwirkung . 

Bei einer weiteren Aus fuhrungs form der erf indungsgemafien Sen- 
soroberfiache ist die Nukleinsaure eine DNA oder RNA oder ein 
Analogon davon. 
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Bei einer weiteren Ausfiihrungsform der erf indungsgemafien Sen- 
soroberfiache ist die DNA oder RNA ein Oligonukleotid. 

Bei einer weiteren Ausfiihrungsform der erf indungsgemafien Sen- 
soroberfiache ist der AntikOrper ein polyklonaler, monoklona- 
ler, chimarer oder »Single-chain«-Antik6rper oder ein funkti- 
onelles Fragment oder Derivat eines derartigen AntikSrpers. 
Unter einem funktionellen Fragment oder Derivat eines Anti- 
korpers wird hier jedes Fragment oder Derivat eines Antik5r- 
pers mit spezifischer Antigenbindungsf ahigkeit verstanden. 
Diese kann sich in der Starke von der des nativen AntikSrpers 
unterscheiden, das Fragment oder Derivat muss dabei aber 
nicht notwendigerweise gleichzeitig auch immunisierende Wir- 
kung im KOrper haben. 

Bei einer weiteren Ausf Uhrungsf orm der erf indungsgemafien Sen- 
soroberfiache ist das Blockierungsreagenz unter Casein, 
hydrolysiertem Casein, einem Tensid, Rinderserumalbumin, fo- 
talem Kaiberserum, Serum neugeborener Kaiber, und Mischungen 
davon ausgewahlt. Diese Blockierungsreagenzien sind im Handel 
erhaltlich und beispielsweise iiber die Firma Sigma-Aldrich 
Chemie GmbH zu beziehen. 

Bei einer weiteren Ausfiihrungsform der erf indungsgemafien Sen- 
soroberfiache ist das Tensid unter Natriumpalmitat, Brij® 35, 
Brij® 58, Cetylpyridiniumchlorid-Monohydrat, Cetyltrimethy- 
lammoniumbromid, 3- (3-Cholamidopropyl) -dimethylammonio-l-pro- 
pansulfonat, 3- (3-Cholamidopropyl) -dimethyl-ammonio-2-hydro- 
xy-l-propansulf onat , Decan-l-sulf onsaure-Natriumsalz , N, N- 
Bis- [3- (D-gluconamido) -propyl] -deoxycholarnid, Dodecan-l-sul- 
f onsaure-Natriumsalz, Dodecyl-p-D-maltosid, 6-0- (N-Heptyl- 
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carbamoyl) -methyl-a-D-glucopyranosid, Heptan-l-sulf onsaure- 
Natriumsalz, N-Lauroylsarcosin-Natriumsalz, Octanoyl-N-me- 
thylglucamid, N-Nonaoyl-N-methylglucamid, Natriumcholat, Na- 
triumdeoxycholat, Nonan-l-sulfonsaure-Natriumsalz, Nonidet 
5 P40, Octan-l-sulfonsSure-Natriumsalz, n-Octyl-15-D-glucopyran- 
osid, Pentan-l-sulfonscLure-Natriumsalz, n-Octyl-fi-D-thioglu- 
copyranosid, Pluronic® F-68, Saccharosemonolaurat, Natriumdo- 
decylsulfat, N-Dodecyl-dimethyl-3-ammonio-l-propansulf onat , 
N-Tetradecyl-dimethyl-3-ammonio-l-propansulf onat, Triton® X- 
10 100, und Mischungen davon ausgewahlt. Diese Tenside sind im 
Handel . erhaitlich und beispielsweise Uber die Firma Sigma- 
Aldrich Chemie GmbH zu beziehen. Grundsatzlich sind alle be- 
kannten Tenside erf indungsgemSfi geeignet. 

15 In der folgenden Tabelle werden weitere Details der obigen 
Tenside angegeben. 



Bezeichnung 


Summenformel 


Typ 


Brij® 35 


C58H118O24 


nichtionisch 


Brij® 58 


C56H114O21 


nichtionisch 


Cetylpyridiniumchlorid- 
Monohydrat 


C 21 H 38 C1N x H 2 0 


kationisch 


Cetyltrimethylammonium- 
bromid 


C 19 H 42 BrN 


kationisch 


CHAPS 


C 3 2H5 8 N 2 07S 


zwitterionisch 


CHAPSO 


CazHssNaOeS 


zwitterionisch 


Decan-l-sulfonsSure- 
Natriumsalz 


C 10 H 21 NaO 3 S 
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Deoxy-BIGCHAP 


C42H75N3O16 


nichtionisch 


Dodecan-l-sulfonsaure- 
Natriumsalz 


Ci 2 H 3 5Na0 3 S 




Dode cyl - p - D-mal to s id 


Ci2H 35 Na0 3 S 


nichtionisch 


HECAMEG 


C 15 H 29 N0 7 


nichtionisch 


Heptan-l-sulfonsaure- 
Natriumsalz 


C 7 Hi 5 Na0 3 S x H 2 0 




N-Lauroylsarcosin- 
Natriumsalz 


C 15 H 28 NNa0 3 


anionisch 


MEGA- 8 


C 15 H 31 N0 6 


nichtionisch 


MEGA- 9 


Ci 6 H 33 N0 6 


nichtionisch 


Natriumcholat 


C 24 H 39 Na0 5 


anionisch 


Natriumdeoxycholat 


C 24 H 39 Na0 4 


anionisch 


Nonan-l-sulfonsaure- 
Natriumsalz 


C 9 Hi 9 Na0 3 S 




Nonidet P4 0 


Mis chung aus 15 
Homologen 




Octan-l-sulfonsaure- 
Natriumsalz 


C 8 H 17 Na0 3 S 




n-Octyl-p-D-glucopyra- 
nosid 


C14H28O6 


nichtionisch 


Pentan-l-sulfonsaure- 
Natriumsalz 


C 5 HnNa0 3 S 
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n-Octyl-p-D-thiogluco- 
pyranosid 


C14H2805S 




Til i _® T-l /" O 

Pluronic fc-oo 


n . a • 


n "i oht" H on "i Qph 

I i JL U 1 1 L J. Ul IJw O oil 


Saccharosemonolaurat 


run 




SDS (Natriumdodecylsul- 
fat 


C24H44O12 


anionisch 


Suliooetam SB l<l 


Ul7ll37lNVJ30 


iWl LLClXUllXOOil 


Sultooetain bo 14 


0 tl MO, C 


7wi "h"l"PT*"i on "i srh 

LWl L- LC J LUHXO^ll 


Triton X-100 






m ' _i_ _ ® v "11/ 

Triton X-114 


^30«54^9 


n i "i nn"i oil 
11 JL Oil LJ-UUlDUll 


Tween zu 




ni olrhi on i son 

11 JL 01 1 * LUUXOU1I 


Twppti® 80 




nichtionisch 



Abkttrzungen: CHAPS (3- (3-Cholamidopropyl) -dimethylarnmonio-l-propansulf o- 
nat) ; CHAPSO (3- (3 -Choi amidopropyl ) -dime thy l-ammonio-2 -hydroxy- 1 -propan- 
sulf onat ) ; Deoxy-BIGCHAP (N, N-Bis- [3- (D-gluconamido) -propyl] -deoxychol- 
amid) ; HECAMEG ( 6-0- (N-Heptyl carbamoyl) -methyl-a-D-glucopyranosid) ; MEGA- 
8 (Octanoyl-N-methylglucamid) ; MEGA- 9 (N-Nonanoyl-N-methylglucamid) ; SDS 
(Natriumdodecylsulfat) ; Sulfobetain SB 12 (N-Dodecyl-dimethyl-3-ammonio- 
1-propansulfonat) ; Sulfobetain SB 14 (N-Tetradecyl-dimethyl-3-ammonio-l- 
propansulfonat) . 

Bei einer weiteren Ausfiihrungsf orm des erf indungsgemafien Blo- 
ckierungsreagenzes ist die mindestens eine photoreaktive 
Gruppe unter Benzophenon Oder Derivaten davon, Anthrachinon 
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Oder Derivaten davon, Thymidin oder Derivaten davon und 4- 
Azidobenzoesaure oder Derivaten davon ausgewahlt. 

Bei einer AusfUhrungsf orm des erf indungsgemafien Verfahrens 
zur Herstellung des erf indungsgemafien Blockierungsreagenzes 
wird die mindestens eine photoreaktive Gruppe unter Benzophe- 
non oder Derivaten davon, Anthrachinon oder Derivaten davon, 
Thymidin oder Derivaten davon, und 4-Azidobenzoesaure oder 
Derivaten davon ausgewahlt. 

Die Erfindung wird im folgenden beispielhaft eriautert. 

Eine geeignete Blockierungssubstanz, z.B. Casein ftir Polysty- 
roloberfiachen, wird mittels eines Vernetzers bzw. »Crosslin- 
kers« mit einer photoreaktiven Gruppe versehen, z.B. 4- 
Azidobenzoesaure-N-hydroxy-succinimidester . Diese chemischen 
Gruppen erlauben es, nach der eigentlichen Blockierungsreak- 
tion die Blockierungsreagenzien an den ftir sie zuganglichen 
Stellen kovalent zu immobilisieren. Wahlweise kann auch die 
Oberfiache mit photoreaktiven Gruppen versehen sein, z.B. 
Glas, das mit einem Benzophenonsilan beschichtet wurde. In 
diesem Falle kann mit dem nativen Blockierungsreagenz gear- 
beitet werden, und die Immobilisierung der Rezeptoren und des 
Blockierungsreagenzes finden durch Belichten bei geeigneten 
Welleniangen statt. 

Weitere erfindungsgemaJJ geeignete Blockierungsreagenzien sind 
die oben erwShnten Tenside mit einer photoreaktiven Gruppe am 
hydrophoben Terminus, beispielsweise Benzophenon-4- (Natrium- 
palmitat) . Derivate auch anderer Tenside sind von einem Fach- 
mann ohne weiteres schnell herstellbar. Diese Substanzen bio- 
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ckieren Bereiche, auf denen hydrophobe Wechselwirkungen 
stattfinden. Auch nichtionische/anionische Tenside mit photo- 
reaktiven Gruppen sind geeignet. Ein Vorteil ware, dass man 
auJierdem damit stabile Lipidvesikel herstellen kSnnte. 

Beispiele 

Herstellung von photoreaktiven Caseinf ragmenten 
Vorzugsweise wird relativ niedermolekulares Casein mit einem 
Molekulgewicht von < 10 kD verwendet. Dieses wird in Natrium- 
phosphatpuffer (pH-Wert 7,5) aufgelSst und mit der 20fachen 
molaren Menge an Crosslinker (5-Azido-2-nitrobenzoesaure-N- 
hydroxysuccinimidester als Stammlosung in Dimethyl formamid 
bzw. DMF) im Dunkeln umgesetzt (Raumtemperatur, 2 Std.). An- 
schliefiend wird das Protein durch Auftrennen iiber eine Sepha- 
dex-saule gereinigt und auf eine Konzentration von 1 % 
(Gew./Vol.) eingestellt (z.B. durch Verdunnen) . Der pH-Wert 
der fertigen Losung. wird auf 7,0 eingestellt. 

Aufbrinqen auf eine Oberfiache 

Das kovalente Blocken des ggf. zuvor mit Rezeptormolektilen 
versehenen Biosensors wird f olgendermafien durchgefuhrt . Die 
Sensoroberfiache wird 2 Std, mit dem Blockierungspuf f er bei 
4°C inkubiert und anschlieliend grtindlich mit PBS-Puffer (PBS- 
Puffer ist phosphatgepuf f erte Kochsalzlosung) gewaschen. 
Schliefilich wird mit UV-Licht (Wellenlange ca. 300 nm) ca. 5 
Minuten belichtet. Fakultativ kann die Sensoroberf lache zu- 
satzlich noch mit einer 0,1 %igen Gelatinelosung zur besseren 
Stabilisierung der vorhandenen Proteine benetzt bzw. bespruht 
werden. 
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Patentanspriiche 

1. Sensoroberflache mit darauf kovalent immobilisierten 
spezifischen Sondenmolekiilen fiir mindestens ein nachzu- 
weisendes Biomolekul, dadurch gekennzeichnet, dass 
grundsatzlich fUr unspezif ische Bindungen zur Verfugung 
stehende Stellen Oder Bereiche der Sensoroberflache 
durch mindestens ein kovalent daran immobilisiertes 
Blockierungsreagenz inaktiviert sind. 

2. Sensoroberflache nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Sondenmolekule ein adressierbares Muster 
bilden. 

3. Sensoroberflache nach einem der vorstehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass das mindestens eine Blo- 
ckierungsreagenz uber mindestens einen photoreaktiven 
Vernetzer kovalent an der Oberflache immobilisiert ist. 

4. Sensoroberflache nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, dass der mindestens eine photoreaktive Vernetzer 
mindestens eine unter Benzophenon oder Derivaten davon, 
Anthrachinon oder Derivaten davon, Thymidin oder Deriva- 
ten davon, und 4-Azidobenzoesaure oder Derivaten davon 
ausgewahlte photoreaktive Gruppe aufweist. 

5. Sensoroberflache nach einem der vorstehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Sensoroberflache unter 
Metall-, Halbmetall-, Halbmetalloxid-, Glas- und Poly- 
meroberflachen ausgewahlt ist. 
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6.. Sensoroberf lache nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Metalloberf lache unter Gold- und Alumini- 
umoberf lachen ausgewahlt ist. 

7. Sensoroberf lache nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Halbmetalloberf lache eine Siliciumoberfla- 
che ist. 

8. Sensoroberf lache nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Halbmetalloxidoberf lache eine Silicium- 
oxid- Oder Aluminiumoxidoberf lache ist. 

9. Sensoroberf lache nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Glasoberflache eine Quarzglasoberfiache 
ist . 

10. Sensoroberf lache nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Polymeroberf lache unter Oberflachen aus 
Cycloolefincopolymer oder Derivaten davon, Polystyrol 
oder Derivaten davon, Polyethylen oder Derivaten davon, 
Polypropylen oder Derivaten davon, Polyimid oder Deriva- 
ten davon, und Polymethylmethacrylat oder Derivaten da- 
von ausgewahlt ist. 

11. Sensoroberf lache nach einem der vorstehenden Ansprxiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Sondenmolekiil ein Part- 
ner eines spezifisch wechselwirkenden Systems von kom- 
plementaren Bindungspartnern (Rezeptor/Ligand) ist. 

12. Sensoroberf lache nach Anspruch 11, dadurch gekennzeich- 
net, dass das spezifisch wechselwirkende System von kom- 
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plementaren Bindungspartnern auf der Wechselwirkung ei- 
ner Nukleinsaure mit einer komplementaren Nukleinsaure, 
der Wechselwirkung einer Peptidnukleinsaure mit einer 
Nukleinsaure, der Enzym/Substrat-, Rezeptor/Ef f ektor-, 
Lectin/Zucker-, Antikorper /Antigen-, Avidin/Biotin- Oder 
Streptavidin/Biotin-We.chselwirkung beruht . 

13. Sensoroberflache nach Anspruch 12, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Nukleinsaure eine DNA oder RNA oder ein 
Analogon davon ist. 

14. Sensoroberflache nach Anspruch 13, dadurch gekennzeich- 
net, dass die DNA oder RNA ein Oligonukleotid ist. 

15. Sensoroberflache nach Anspruch 12, dadurch gekennzeich- 
net, dass der Antikorper ein polyklonaler, monoklonaler, 
chiraarer oder »Single-chain«-Antikorper oder ein funkti- 
onelles Fragment oder Derivat eines derartigen Antikor- 
pers ist. 

16. Sensoroberflache nach einem der vorstehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Blockierungsreagenz un- 
ter Casein, hydrolysiertem Casein, einem Tensid, Rinder- 
serumalbumin, fotalem Kaiber serum, Serum neugeborener 
Kaiber, und Mischungen davon ausgewahlt ist. 

17. sensoroberflache nach Anspruch 16, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Tensid unter Natriumpalmitat, Brij® 35, 
Brij® 58, Cetylpyridiniumchlorid-Monohydrat, Cetyltri- 
methylammoniumbromid, 3- ( 3-Cholamidopropyl ) -dimethylam- 
monio-l-propansulfonat, 3- (3-Cholamidopropyl) -dimethyl- 
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ammonio-2-hydroxy-l-propansulfonat, Decan-l-sulf ons^ure- 
Natriumsalz, N,N-Bis- [3- (D-gluconamido) -propyl] -deoxy- 
cholamid/ Dodecan-l-sulf onsSure-Natriumsalz, Dodecyl-(5- 
D-maltosid, 6-0- (N-Heptylcarbamoyl) -methyl-a-D-glucopy- 
ranosid, Heptan-l-sulf onsaure-Natriumsalz , N-Lauroyl- 
sarcosin-Natriumsalz, Octanoyl-N-methylglucamid, N-Nona- 
oyl-N-methylglucamid, Nat riumcholat , Natriumdeoxycholat , 
Nonan-l-sulfonsaure-Natriumsalz, Nonidet P40, Octan-1- 
sulfonsSure-Natriumsalz, n-Octyl-fi-D-glucopyranosid, 
Pentan-l-sulfonsaure-Natriumsalz, n-Octyl-J5-D-thioglu- 
copyranosid, Pluronic® F-68, Saccharosemonolaurat , Nat- 
riumdodecylsulfat, N-Dodecyl-dimethyl-3-ammonio-l-pro- 
pansulfonat, N-Tetradecyl-dimethyl-3-ammonio-l-propan- 
sulfonat, Triton® X-100, und Mischungen davon ausgewahlt 
ist . 

18. Verfahren zum Nachweis des Vorhandenseins von Analyten 
in einer zu untersuchenden Probe unter Verwendung Ober- 
fiachen-gebundener Rezeptormolekiile, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass eine Sensoroberf ISche gemafi einem der An- 
sprtiche 1 bis 17 verwendet wird. 

19. Vorrichtung zur Verwendung in einem Verfahren gemafl An- 
spruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine Sensor- 
oberfiache gemafl einem der Ansprttche 1 bis 17 aufweist. 

20. Kit zur Verwendung in einem Verfahren gemafi Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, dass er eine Sensoroberf lache 
gemaii einem der Ansprttche 1 bis 17 und gegebenenf alls 
Puffer und Nachweisreagenzien enthait. 
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21. Blockierungsreagenz, dadurch gekennzeichnet, dass es 
mindestens eine photoreaktive Gruppe zur kovalenten Im- 
mobilisierung an einer Sensoroberf lache aufweist. 

22. Blockierungsreagenz nach Anspruch 21, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Blockierungsreagenz unter Casein, 
hydrolysiertem Casein, einem Tensid, Rinderserumalbumin, 
fotalem Kalberserum, Serum neugeborener Kaiber, und Mi- 
schungen davon ausgewahlt ist. 

23. Blockierungsreagenz nach Anspruch 22, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Tensid unter Natriumpalmitat , Brij® 
35, Brij® 58, Cetylpyridiniumchlorid-Monohydrat , Cetyl- 
trimethylammoniuinbromid, 3- ( 3-Cholamidopropyl ) -dimethyl - 
ammonio-l-propansulfonat, 3- (3-Cholamidopropyl) -dime- 
thyl-ammonio-2-hydroxy-l-propansulfonat, Decan-l-sulf on- 
saure-Natriumsalz, N,N-Bis- [3- (D-gluconamido) -propyl] - 
deoxycholamid, Dodecan-l-sulf onsaure-Natriumsalz, Dode- 
cyl-p-D-maltosid, 6-0- (N-Heptylcarbamoyl) -methyl-oc-D- 
glucopyranosid, Heptan-l-sulf onsaure-Natriumsalz , N-Lau- 
roylsarcosin-Natriumsalz, Octanoyl-N-methylglucamid, N- 
Nonaoyl-N-methylglucamid, Nat riumcholat , Natriumdeoxy- 
cholat , Nonan-l-sulf onsaure-Natriumsalz , Nonidet P4 0 , 
Octan-l-sulf onsaure-Natriumsalz, n-0ctyl-6-D-glucopyran- 
osid, Pentan-l-sulf onsaure-Natriumsalz, n-Octyl-fi-D- 
thioglucopyranosid, Pluronic® F-68, Saccharosemonolau- 
rat, Natriumdodecylsulfat, N-Dodecyl-dimethyl-3-ammonio- 
1-propansulf onat, N-Tetradecyl-dimethyl-3-ammonio-l-pro- 
pansulfonat, Triton® X-100, und Mischungen davon ausge- 
wahlt ist. 
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24. Blockierungsreagenz nach einem der Ansprtiche 21 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, dass die mindestens eine photo- 
reaktive Gruppe unter Benzophenon oder Deri vat en davon, 
Anthrachinon oder Derivaten davon, Thymidin oder Deriva- 
ten davon, und 4-Azidobenzoesaure oder Derivaten davon 
ausgewahlt ist. 

'25. Verfahren zur Herstellung eines Blockierungsreagenzes 
gemafi einem der Ansprtiche 21 bis 24, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass mindestens ein Blockierungsreagenz gemafi 
Anspruch 22 oder 23 mit mindestens einem Vernetzer umge- 
setzt wird, der mindestens eine photoreaktive Gruppe 
aufweist . 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass 
die mindestens eine photoreaktive Gruppe unter Benzophe- 
non oder Derivaten davon, Anthrachinon oder Derivaten 
davon, Thymidin oder Derivaten davon, und 4-Azido- 
benzoesaure oder Derivaten davon ausgewahlt wird. 

27. Kit zur Herstellung einer Sensoroberf lache gemafi einem 
der Ansprtiche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass er 
mindestens ein Blockierungsreagenz gemafi einem der An- 
sprUche 21 bis 24 und gegebenenf alls eine Sensoroberf la- 
che sowie Puffer und Reagenzien enthait. 



